Анализ ассоциации полиморфизма генов цитокинов IL-10, IL-4 И TNF с субпопуляционным составом лимфоцитов периферической крови у больных хроническим гепатитом В в зависимости от степени фиброза печени by Усиченко, К. М. et al.
# 6 (164) 2017 15
REFERENCES
1. Zarutsky Ya.L., Shudrak A.A.
(eds) Instructions from military field
surgery. SPD Chalchinska N. V., 2014.
14 p.
2. Zarutsky Ya.L., Zaporozhan
V.M., Belyi V.Ya., Denisenko V.M.
et al. Military Field Surgery ; ed. Zaruts-
ky Ya.L., Zaporozhan V.M. Odessa,
ONMedU, 2016. 416 p.
3. Hayko O.G., Vovchenko G.Ya.
Monitoring of structural and functional
state of muscles in the trauma of pe-
ripheral nerves. Materials of Sciences.
Practice conf. from intern Participation
[Treatment of upper limb traumas and
their consequences] (Kyiv, May 17-18,
2007). Kyiv, 2007. p. 16-17.
4. Kurinny I.M. Consequences of
polystructural trauma of the upper limb
and their surgical treatment: author’s
abstract. MD Thesis. 14.01.21. Kyiv,
2009. 8 p.
5. Kurinny I., Strafun S.S., Kostogrits
O.A. Classification of open joint trauma
of the upper limb. Litopys traumatologii
ta orthopedii 2002; 3/4: 45-48.
6. Strafun S.S.. Hayko O.G., Kurin-
ny I.M. Clinical-electromyographic and
sonographic criteria for determining
the treatment of patients with periph-
eral nerve damage as a result of trau-
ma of the limbs. Travma 2013; 14 (4):
75-80.
7. Ritenour A.E., Blackbourne L.H.,
Kelly J.F. Incidence of primary blast in-
jury in US military overseas contingen-
cy operations: a retrospective study.
Ann Surg. 2010; 251:1140–1144.
Надійшла до редакції 03.10.2017
Рецензент д-р мед. наук,
проф. Ю. В. Сухін,
дата рецензії 09.10.2017
УДК 616.36-002.12.2-06:616.36-018.22:575.174.015.3]-097
К. М. Усиченко, О. М. Усиченко, Ю. І. Бажора
АНАЛІЗ АСОЦІАЦІЇ ПОЛІМОРФІЗМУ ГЕНІВ
ЦИТОКІНІВ IL-10, IL-4 І TNF ІЗ СУБПОПУЛЯЦІЙНИМ
СКЛАДОМ ЛІМФОЦИТІВ ПЕРИФЕРИЧНОЇ КРОВІ
У ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ ГЕПАТИТ В
ЗАЛЕЖНО ВІД СТУПЕНЯ ФІБРОЗУ ПЕЧІНКИ
Одеський національний медичний університет, Одеса, Україна
УДК 616.36-002.12.2-06:616.36-018.22:575.174.015.3]-097
Е. Н. Усыченко, Е. М. Усыченко, Ю. И. Бажора
АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ IL-10, IL-4 И TNF С СУБ-
ПОПУЛЯЦИОННЫМ СОСТАВОМ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ
ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ В В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ
Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина
Установлен уровень статистической значимости определенных генотипов цитокинов, пока-
зателей клеточного иммунитета и степени фиброза печени у больных хроническим гепатитом В
(ХГВ), принадлежащих к этнически однородной группе жителей Одесского региона, в сравне-
нии со здоровыми лицами. У пациентов с гомозиготным генотипом СС IL-4 и гомозиготным ге-
нотипом GG TNF-α отмечаются меньшие фибротические изменения в печени, чем у носителей
гетерозиготного генотипа СТ (р<0,01) и генотипа GА. У больных ХГВ с большей степенью фиб-
роза чаще встречались генотипы АА TNF-α и СТ IL-4, соответственно можно предположить про-
фиброгенную роль этих комбинаций. У пациентов с меньшими изменениями показателей кле-
точного иммунитета (снижение содержания CD3+, CD4+, CD16+, CD19+) отмечается меньшая
степень фиброза печени (р<0,01).
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Вступ
Відомо, що вірус гепатиту В
посідає перше місце у світі се-
ред етіологічних факторів, що
викликають гепатоцелюлярну
карциному.
Хронічне ушкодження віру-
сом гепатиту В розглядається
як результат порушення балан-
су між регенерацією гепато-
цитів і запаленням [1; 2]. Хро-
нічна HCV-інфекція призво-
дить до прогресуючого запа-
лення печінки, а потім — до
фіброзу, цирозу і гепатоцелю-
лярної карциноми. Однак у
хворих на хронічний гепатит В
(ХГВ) це можливо до форму-
вання цирозу, тобто на стадії
хронічного гепатиту [3; 4].
Дослідження, присвячені ви-
явленню генетичних маркерів,
пов’язаних з індивідуальною
реактивністю організму хазяї-
на, залишаються актуальни-
ми, тому що визначення полі-
морфних генів-модифікаторів
імунної відповіді у певного хво-
рого може мати вирішальне
значення не тільки для про-
гнозу захворювання, а і пра-
вильного напряму лікування
[5; 6].
Опубліковані нині результа-
ти ґрунтуються на досліджен-
ні одного або кількох полімор-
фізмів, хоча доцільно проводи-
ти комбінований аналіз низки
генів та їхніх поліморфізмів і
наслідків захворювання.
Очевидно, наявність полі-
морфізму одночасно в кількох
генах, білкові продукти яких
залучені в патогенез хроніч-
них вірусних гепатитів, впли-
вають на перебіг та наслідки
хронічних гепатитів типу С і В
[7–9].
У дослідженнях багатьох
авторів показано, що основна
роль у розвитку імунної відпо-
віді при ХГВ належить реакці-
ям адаптивного імунітету. При
цьому найбільш важливе зна-
чення мають специфічні ци-
тотоксичні лімфоцити (CTL),
нездатність яких забезпечити
адекватну імунну відповідь
призводить до розвитку хро-
нічного запального процесу в
печінці з подальшим форму-
ванням цирозу печінки і гепа-
тоцелюлярної карциноми [10–
12]. Хронічний інфекційний
процес розвивається у кількох
компонентах імунної системи.
При цьому натуральні кілери
(NK-клітини) є найважливіши-
ми регуляторами вродженого
й адаптивного імунітету [13; 14].
Інтенсивна Т-кілерна відпо-
відь — один з факторів роз-
витку фіброзу. Показано, що
є відповідність між вмістом,
функціональним станом NK та
NKT і стадіями фіброзних змін
у печінці [9; 14; 15].
З огляду на те, що дослі-
дження з вивчення полімор-
фізму генів різних цитокінів
проведено здебільшого у хво-
рих на ХГС або в групі хворих
на хронічні гепатити різної етіо-
логії, вважаємо за доцільне про-
аналізувати поліморфізм генів
ключових цитокінів IL-4, IL-10,
TNF-α у хворих на ХГВ і їхню
можливу асоціацію з імуноло-
гічними показниками як прогнос-
тичних критеріїв наслідків ХГВ.
Мета дослідження — визна-
чення взаємозв’язку між полі-
морфізмом генів IL-4, IL-10,
TNF-α у хворих на ХГB та іму-
нологічних показників залежно
від ступеня фіброзу печінки.
Матеріали та методи
дослідження
Обстежено 41 хворого на
ХГВ у віці від 18 до 62 років.
Усі учасники дослідження —
мешканці Одеського регіону,
чоловіків було 29 (71 %), а жі-
нок — 12 (29 %) осіб. Давність
захворювання становила не
більше 10 років.
Контрольна група склада-
лася з 30 практично здорових
осіб, середній вік яких (32,00±
±1,05) року. Кількість жінок і
чоловіків була однаковою (по
15 осіб).
Materials and methods. The study includes 41 patients with CHВ. The control group in-
cludes of 30 people who did not have diseases of the hepatobiliary system. Traditional diagnos-
tic methods were used by the provided protocol. Polymorphism amplification was investigated
using respective portions of the genome by PCR. The structure of the primers used, are de-
scribed in the GenBank. Evaluation of morphological changes in the liver (the degree of activity
and severity of fibrotic changes) was determined on a scale METAVIR using a non-invasive
method Fibrotest.
Results. It is established a certain level of statistical significance of certain genotypes of cy-
tokines, cellular immunity and the degree of liver fibrosis. Patients with homozygous CC genotype
IL-4 had low level of fibrotic changes in the liver than in carriers of the heterozygous СT genotype
(p<0.01).
Patients with homozygous genotype GG TNF-α had low level of liver fibrosis than in carriers of the
heterozygous genotype GA (p<0.01). Patients with smaller changes in cellular immunity (reduction of
CD3+, CD4+, CD16+, CD19+) had low level of liver fibrosis (p<0.01).
Conclusion. It is established that degree of liver fibrosis and certain genotypes IL-4 and TNF-α
allows to use the information as one criterion for the speed of progression of liver fibrotic processes.
Pronounced changes in cellular immunity is an additional criterion for the degree of morphological
disturbances in liver tissue.
Key words: chronic hepatitis B, gene polymorphism, liver fibrosis, cell-mediated immunity.
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Для підтвердження діагно-
зу ХГВ застосовувалися тра-
диційні біохімічні та сероло-
гічні тести. Оцінку морфологіч-
них змін у печінці (ступінь ак-
тивності та виразність фібро-
тичних змін) визначали за
шкалою METAVIR з викорис-
танням неінвазивного методу
Fibrotest.
Визначення поліморфних
варіантів генів IL-4 (C589T),
IL-10 (G1082A), TNF-α (G308A)
проводили за допомогою амп-
ліфікації відповідних ділянок
геному методом полімеразної
ланцюгової реакції (ПЛР). До-
слідження проводилися на ба-
зі Німецького діагностичного
центру ім. Св. Павла, Одеса
(табл. 1).
Субпопуляційний склад лім-
фоцитів (CD3+, CD4+, CD8+,
CD16+, CD19+) визначали іму-
нофлуоресцентним методом з
використанням набору моно-
клональних антитіл на імуно-
флуоресцентному мікроскопі
«Євростар».
Отримані результати дослі-
джень були оброблені статис-
тичними методами. З метою
виявлення кореляційних за-
лежностей між окремими по-
казниками застосовано коефі-
цієнт кореляції Спірмена.
Результати дослідження
та їх обговорення
При вивченні поліморфної
ділянки IL-4 (С589Т) виявле-
но переважання гомозиготно-
го генотипу СС (норма) як у
групі хворих на гепатит В, так
і в контрольній групі, що ста-
новило 61 і 88 % відповідно
(рис. 1). У групі хворих на ХГВ
відзначалося значне перева-
жання гетерозиготного геноти-
пу СТ порівняно з контроль-
ною групою, а гомозиготного
генотипу ТТ (мутація) не було
виявлено. Частота алеля С у
контрольній групі становила
0,9, а в групі хворих на ХГВ —
0,8. Частота алеля Т дорівню-
вала 0,1 і 0,2 відповідно.
При дослідженні поліморфіз-
му IL-10 (1082G/A) у хворих
на ХГВ відзначалася значно
більша мінливість генотипу,
ніж у осіб контрольної групи
(рис. 2). Зокрема, гомозигот-
ний генотип GG (норма) у хво-
рих на ХГВ траплявся значно
рідше (32 %), ніж у здорових
осіб (48 %). У досліджуваній
групі переважав гетерозигот-
ний варіант GA (61 %), а в кон-
трольній групі його зустрічаль-
ність була низькою (26 %). Час-
тота мутантного варіанта гено-
типу АА в контрольній і дослі-
джуваній групах істотно відріз-
нялася (26 і 8 % відповідно).
Частота алеля G у контроль-
ній групі становила 0,53, а в
групі хворих на ХГВ — 0,62.
Таблиця 1
Характеристики досліджених поліморфізмів
     Ген Поліморфізм Назва праймеру Нуклеотидна послідовність
TNF-α G308A rs1800620 5′-AGGCAATAGGTTTTGAGGGC-3′
IL-10 G1082A rs1800896 5′-CCTATCCCTACTTCCCCT-3′
IL-4 C589T rs2243250 5′-TAAACTTGGGAGAACATGGT-3′
СС СТ ТТ
Рис. 1. Розподіл частот генотипів IL-4 (С589Т) у здорових осіб і хво-
рих на хронічний гепатит В
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Рис. 2. Розподіл частот генотипів IL-10 (1082G/A) у здорових осіб і
хворих на хронічний гепатит В
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Частота алеля А дорівнювала
0,47 і 0,38 відповідно.
При вивченні поліморфної
ділянки TNF-α (G308A) вияв-
лено переважання гомозигот-
ного генотипу GG (норма) як у
групі хворих на гепатит В, так
і в контрольній групі, що ста-
новило 91 і 85 % відповідно
(рис. 3). Однак у групі хворих
на ХГВ відзначалося деяке пе-
реважання гетерозиготного ге-
нотипу GA порівняно з конт-
рольною групою. У досліджу-
ваній групі хворих на хронічний
гепатит В гомозиготний генотип
ТТ (мутація) не був виявлений,
у контрольній групі такий варі-
ант генотипу виявлено тільки в
однієї людини (3 %). Частота
алеля G у контрольній групі
0,93, а в групі хворих на ХГВ —
0,89. Частота алеля А дорівню-
вала 0,07 і 0,11 відповідно.
Результати дослідження
низки показників імунологічно-
го статусу у хворих на ХГВ і
здорових осіб істотно відріз-
нялися. У всіх хворих на ХГВ
відзначалося зниження від-
носного вмісту CD3+, CD4+,
СD16+, а також збільшення
відносної кількості CD8+ і
CD19+ (табл. 2).
Для оцінки асоціації ступе-
ня змін печінкової тканини, по-
казників клітинного імунітету й
алельного поліморфізму генів
усі хворі були розділені на три
групи: з відсутнім або міні-
мальним фіброзом (F0–F1) —
46 %, помірним фіброзом (F2)
— 31 % і вираженим фіброзом
(F3) — 23 %.
Взаємозв’язок фібротичних
змін печінкової тканини, по-
казників клітинного імунітету й
алельного поліморфізму до-
сліджуваних генотипів оціню-
вали за допомогою коефіці-
єнта рангової кореляції Спір-
мена.
Установлено наявність та-
ких кореляційних зв’язків:
— прямий кореляційний
зв’язок між ступенем фіброзу і
генотипами IL-4, р<0,01 (мен-
ший ступінь фіброзу відзна-
чається у носіїв генотипу СС,
більший ступінь фіброзу — у
носіїв генотипу СТ);
— зворотний кореляційний
зв’язок між ступенем фіброзу
і генотипами TNF-α, р<0,01
(менший ступінь фіброзу від-
значається у носіїв генотипу
GG, більший ступінь фіброзу
— у носіїв генотипу АА);
— зворотний кореляційний
зв’язок між ступенем фіброзу і
відносним вмістом CD3+, CD4+,
CD16+, р<0,01 (у пацієнтів з
більшим ступенем фіброзу від-
значається менший вміст ви-
щезазначених клітин).
У пацієнтів з гомозиготним
генотипом СС IL-4 і гомозигот-
ним генотипом GG TNF-α від-
значаються менші фібротичні
зміни в печінці, ніж у носіїв
гетерозиготного генотипу СТ
(р<0,01) і генотипу GА, таким
чином, можна припустити про-
тективну (протизапальну) роль
комбінацій СС IL-4 і GG TNF-α.
У хворих на ХГВ з більшим
ступенем фіброзу частіше трап-
лялися генотипи АА TNF-α і
СТ IL-4, відповідно можна при-
пустити профіброгенну роль
цих комбінацій.
У пацієнтів з меншими зміна-
ми показників клітинного імуні-
тету (зниження вмісту CD3+,
CD4+, CD16+, CD19+) відзна-
чається менший ступінь фібро-
зу печінки (р<0,01).
Висновки і перспективи
подальших досліджень
Наявність взаємозв ’язку
ступеня фіброзу печінки і пев-
них генотипів IL-4 і TNF-α до-
зволяє використовувати отри-
ману інформацію як один із
критеріїв швидкості прогресу-
вання фіброзу печінки. Вираз-
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Рис. 3. Розподіл частот генотипів TNF-α (G308A) у здорових осіб і
хворих на хронічний гепатит В
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Таблиця 2
Імунологічні показники у хворих на хронічний гепатит В
і здорових осіб, M±m
    Показник, % Хворі на ХГВ, n=41 Здорові особи, n=30
CD3+ 41,54±3,55* 71,81±4,50
CD4+ 31,66±4,48* 41,22±4,92
CD8+ 23,98±3,58* 20,51±4,04
CD16+ 12,90±2,90* 14,14±3,48
CD19+ 14,93±3,74* 10,83±3,12
Примітка. * — різниця показників достовірна порівняно з показниками здо-
рових людей (p<0,05).
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ність змін показників клітинно-
го імунітету є додатковим кри-
терієм ступеня морфологічних
порушень у печінковій тканині.
Надалі доцільне вивчення
алельного поліморфізму генів
інших цитокінів для визначен-
ня персоніфікованого підходу
в лікуванні та прогнозуванні
наслідків хронічних вірусних
гепатитів.
Ключові слова: хронічний
гепатит В, поліморфізм генів,
фіброз печінки, клітинний іму-
нітет.
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